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(57) Resumo: PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO E COM TEMPO REDUZIDO UTILIZANDO
OLEO MINERAL. A producéo diaria de um Laboratério de Histotecnologia esta voltada para o
processamento de tecidos do organismo (humano ou animal) e até mesmo de amostras de plantas
(folhas, caule ou raizes), usualmente corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) ou com outras técnicas
de coloragfes especiais. Nos dias atuais, a realizagcdo do processamento histologico de rotina ainda
expde os técnicos e pesquisadores da area, a um produto toxico e bastante conhecido, o Xilol. Devido a
toxicidade inerente ao xilol, com riscos para a saide humana e ao meio ambiente, modificacdes
metodoldgicas vém sendo realizadas mundialmente para a retirada desse produto ou para minimizar ao
maximo a sua utilizacdo na rotina dos Laboratérios de Histotécnica. A busca por um substituto seguro
continua sendo uma necessidade diaria, especialmente para a biosseguridade do histotecnologista. No
presente processo inventivo prop8e-se um processo histolégico atéxico e com tempo reduzido
utilizando 6leo mineral para a rotina de laboratérios de histotécnica das areas de ensino, pesquisa e
diagndstico.
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PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO E COM TEMPO REDUZIDO UTILIZANDO
OLEO MINERAL

Campo dainvencgéo

[001] A presente invencdo refere-se a implantacao de um processo histolégico atéxico
e com tempo reduzido utilizando 6leo mineral em substituicdo ao xilol, a ser incorporado
na rotina dos laboratérios de técnicas histologicas voltados para o ensino, pesquisa e
diagnostico. O uso do 6leo mineral como agente diafanizador no clareamento de tecidos
e como desparafinizador para que se possa proceder as coloracdes histolégicas, devera
proporcionar melhorias consideraveis ao ambiente e a saude dos histotecnologistas que

trabalham em setores vinculados as areas das Ciéncias Biologicas e da Saude.
Fundamentos da invencgéo

[002] Os efeitos do xilol foram considerados temiveis em 1970 e a partir dessa
constatacao muitos substitutos tornaram-se disponiveis, alguns até mais danosos que o
referido solvente (BUESA; PESHKOV, 2009). O xilol € um hidrocarboneto aromatico
utilizado rotineiramente nos laboratoérios de histopatologia, nas etapas de diafanizacao e
desparafinizacdo do processo histologico, assim como na montagem de preparacdes
histol6gicas (COSTA et al., 2007; BUESA; PESHKOV, 2009; CHEN et al., 2010; NUNES;
CINSA, 2016).

[003] Um dos grandes problemas para os técnicos de laboratorios das areas
morfoldgica e da patologia, envolve a questdo de exposi¢cdes repetidas ou excessivas ao
xilol via inalacdo e ingestdo de vapores, como também pelo contato direto através dos
olhos e da pele (KUM et al. 2007). Os efeitos toxicos do xilol sdo bem conhecidos e
podem causar danos, alguns irreversiveis, especialmente para 6rgdos do sistema
nervoso central e outros como pulmao, figado, rins e pele (GAMBERALE, ANNWALL,
HULTENGREN, 1978; HASS et al., 1995; JACOBSON; McLEAN, 2003; CHATTERJEE
et al., 2005; COSTA et al., 2007; KERETETSE et al., 2008; SANDIKCI et al., 2009,
KANDYALA et al., 2010; FUENTE et al., 2013).

[004] A Administracdo de Seguranca e Saude Ocupacional (OSHA), uma agéncia do

Departamento do Trabalho dos Estados Unidos dos Estados, identificou o xilol como um
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produto quimico de risco bioldégico e a partir dessa notificacdo muitas pesquisas
enveredaram pela busca de um substituto ndo toxico (PREMALATHA et al. 2013).

[005] Métodos livres de xilol para confecgdo de cortes histologicos equivalentes aos
convencionais foram cogitados, mesmo levando em conta a alta toxicidade desse
solvente para os seres humanos e possiveis danos ao meio ambiente (FALKEHOLM,
1996; BUESA, 2000; CHATTERJEE et al., 2005; BUESA, 2007; KUM et al., 2007,
BUESA, 2009; SANDIKCI et al., 2009; ANKLE; JOSHI, 2011; PREMALATHA et al., 2013).

[006] Uma reducado de custos com o uso e redestilicdo do isopropanol na etapa da
desidratagdo e como alternativa para eliminar o xilol, foi relatada por alguns
pesquisadores que obtiveram cortes histolégicos de tecido mamario, intestino e pele,
aparentemente com as mesmas caracteristicas daqueles processados
convencionalmente para diagnostico (cerca de 74 %); entretanto, o referido método néo
foi capaz de atender completamente as expectativas dos avaliadores, devido a uma
alteracao na solucéao de van Gieson, 0 que propiciou a geragao de artefatos no momento
da andlise dos tecidos (FALKEHOLM et al., 2001).

[007] Alguns agentes clareadores tém sido usualmente utilizados como: (a) tolueno e
benzeno que apresentam propriedades similares ao xilol e s&o menos danosos para 0s
tecidos em exposicéo prolongada, porém sao extremamente toxicos; (b) cloroférmio, de
acao lenta, custo elevado e altamente inflamavel; (c) 6leo de Cedro, recomendado para
tecidos delicados, porém com pouco efeito endurecedor, de acao lenta e custo elevado;
(d) metil benzoato e metil salicilato considerados agentes clareadores lentos e que
podem ser misturados (BANCROFT; GAMBLE, 2002; ALWAHAIBI et al., 2018).

[008] A utilizacdo de alcool isopropilico durante a desidratacéo para substituir o etanol
permitiu excluir o tratamento com solventes intermediarios de parafina (cloroférmio, xilol
e benzeno) e reduziu a compactacao dos tecidos; no entanto, a qualidade dos resultados
obtidos neste estudo apresentou-se dependente das propriedades da parafina utilizada
(Paraplast®), com aumento do tempo de processamento e consequentemente

acarretando uma maior exposicao para o técnico (VIKTOROV; PROSHIN, 2003).

[009] O n-heptano(C7), um hidrocarboneto alifatico também conhecido como “gas
branco”, foi proposto por alguns pesquisadores como substituto do xilol na diafanizagao;
contudo, a mistura de hexano-heptano relativamente barata e ndo tdo perigosa e toxica

como o0s solventes aromaticos ou clorados, ndo constituiu uma novidade por ter sido
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anteriormente empregada como solvente na histopatologia e na histoquimica
(STOCKERT et al., 2012).

[0010]Uma solucao de 6leo branco, composta por mistura de éleo branco n° 2 (86 %) e
n-heptano (14 %), foi proposta como um possivel substituto ndo-téxico do xilol, visto ndo
terem sido observadas quaisquer diferencas entre os blocos de parafina obtidos a partir
do processamento com o xilol e com a referida mistura (KUNHUA et al., 2011). Neste
estudo, os tecidos processados com a solugdo de 6leo branco e corados com
hematoxilina-eosina apresentaram morfologia celular preservada e os resultados foram
comparados com outros obtidos a partir da histoquimica e da imuno-histoquimica
(KUNHUA et al., 2011).

[0011] Alguns estudos demonstraram que o dioxido carbono supercritico (scCO2) por
apresentar propriedades fisicas tanto de gas como de liquido, caracterizou-se como um
versatil “solvente” na substituicdo de etil acetato e diclorometano, o que fez com que
essa tecnologia fosse bastante utilizada nas industrias farmacéuticas e de alimentos;
logo, um protocolo com diéxido de carbono supercritico foi desenvolvido e patenteado
(WO 2005001437) para o processamento de tecidos na area da patologia (BECKEMAN,
2004; BLEUEL et al., 2008; BLEUEL et al., 2012).

[0012] Varios substitutos do xilol tém sido relatados na literatura e entre esse 0s 0leos
vegetais (cedro, oliva, coco, palma, pinho, dentre outros) tém se revelado como possiveis
candidatos, especialmente como agentes clareadores; entretanto, por razdes nao
referidas, alguns se apresentaram pouco efetivos no processamento de determinados
tecidos histologicos quando comparados ao uso do xilol (SWAMY et al., 2015; DIGALA
et al., 2017; RAVIDRAN et al., 2018; CHANDRAKER et al., 2019; SARAVANAKUMAR
et al., 2019; ABREU et al 2022; THAJUDEEN, et al. 2022).

[0013] Além da exposicao ocupacional, a contaminacéo do solo com o xilol tem sido um
fator preocupante, podendo atingir aguas superficiais ou subterraneas, onde pode ficar
por meses antes de se decompor em outros produtos quimicos (PREMALATHA et al.
2013). Nos ultimos anos o interesse mundial por “Tecnologias verdes” tem aumentado
em funcdo da utilizacdo de produtos com menor impacto ambiental, e como parte da
esséncia do “Go green”, tornou-se desafiador a busca por alternativas seguras e
bioamigaveis aos produtos quimicos téxicos (YADAYV et al., 2019; PREMA et al. 2020;
OSHA, 2021).
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[0014] Até hoje, o xilol continua sendo utilizado nos laboratérios de histotécnica, mesmo
tendo-se o conhecimento que € um solvente muito perigoso, especialmente por produzir
efeitos toxicos como a carcinogénese, além de ser caro e dificil de descartar,
comprometendo drasticamente o ambiente. Neste contexto, a presente invencéo
referente ao processo histolégico atéxico e com tempo reduzido utilizando éleo mineral
em substituicdo ao xilol, preconiza o uso do 6leo mineral nas etapas da diafanizacdo e
desparafinizacdo do processo histolégico num tempo aproximado de 20 minutos,
gerando beneficios como facil e rapida exequibilidade, baixo custo e sobretudo

biosseguridade pessoal por ser atdxico, além de ndo prejudicar o meio ambiente.
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Breve descricdo dos desenhos

A Figura 1 apresenta as etapas do processamento histolégico como pré-fixacdo e a

fixacdo propriamente dita realizadas com o xilol e o0 6leo mineral.

A Figura 2 apresenta a etapa de pos-fixacdo do processamento histoldgico

(desparafinizacao, coloracdo e montagem) realizada com o xilol e o 6leo mineral.

A Figura 3 representa o fluxograma do processamento de tecidos histolégicos, com

énfase no processo atéxico e com tempo reduzido utilizando 6leo mineral.
Descricdo dainvencao

[0051] O processo histologico atoxico e com tempo reduzido utilizando o 6leo mineral foi

desenvolvido no Laboratério de Histotécnica do Programa de POs-graduacdo em
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Patologia da Universidade Federal de Pernambuco, o qual se encontra atualmente
incorporado ao Programa de Pés-graduacdo em Saude Translacional do Centro de
Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Pernambuco. Para dar andamento ao
processo histologico, diferentes 6érgéos de ratos Wistar (testiculo, ovario, Utero, intestino,
figado e baco) foram retirados, de acordo com aprovacdo da Comisséo de Etica para
uso de animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE (processo n°. 0041/2016).
Os orgaos foram seccionados em partes pequenas que foram imediatamente
acondicionadas por 24 horas em recipientes contendo fixador (formol tamponado a 10%).
Os recipientes foram rotulados com a data e hora da retirada de cada parte dos diferentes

orgaos.

[0052]A etapa de pré-fixacdo dos o6rgdos (Figura 1), foi idéntica tanto para o
processamento convencional (com uso do xilol), quanto para o processo atoxico (com
uso do 6leo mineral em substituicdo ao xilol). Os 6rgdos permaneceram por 24 horas no
fixador (formol tamponado a 10%) e em seguida foram rapidamente lavados com agua

corrente (30 segundos) para serem utilizados na etapa fixacao propriamente dita.

[0053] Na etapa de fixacao propriamente dita (Figura 1), as amostras (partes de cada
orgao), também, foram submetidas aos dois tipos de processamento histoldgico referidos
anteriormente. Inicialmente, as amostras foram processadas pela técnica convencional
(com uso do xilol) e passaram por banhos de alcool com gradacdes crescentes. Sendo
assim, as amostras permaneceram por 24 horas em alcool a 70 % e em seguida, por
uma hora em cada alcool: 80 %, 90 %, 100 % (I) e 100 % (IlI). Ao serem retiradas do
altimo banho com alcool Il (100 %), as amostras ainda passaram por um banho de uma
hora, com uma mistura de solventes (alcool-xilol) e seguiram com banhos de xilol (I e 1I)
também por uma hora cada, sendo diafanizadas, ou seja, clareadas. Apés as passagens
pelo xilol, as amostras foram impregnadas em parafina (I e Il), uma hora para cada
passagem. O tempo total para realizacdo desse processo foi contabilizado em 57 horas

e 30 segundos (Figura 3).

[0054] As amostras, também, foram submetidas ao processo histolégico atoxico com uso
do 6leo mineral em substituicdo ao xilol (Figura 1) e passaram por banhos de alcool
seguindo gradacdes crescentes: a 70 % (por 24 horas, temperatura ambiente) e a 80 %,
90 %, 100 % (I e Il), por 30 minutos cada banho em estufa a 50°C. Posteriormente, as
amostras foram colocadas em 6leo mineral | (30 minutos, em estufa a 50°C) e a seguir

passaram por mais uma imersédo em 6leo mineral 1l (30 minutos, em estufa a 50°C). Apés
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esse procedimento cada amostra foi colocada em recipiente especifico com parafina |
(30 minutos) e em seguida passada para outro recipiente com parafina Il (30 minutos),
sendo as amostras nestas condigdes mantidas em estufa a 60°C. O tempo total para
realizacao desse processo foi contabilizado em 52 horas e 30 segundos (Figura 3).

[0055]ApGs a etapa da impregnagdo com parafina, as amostras foram incluidas em
parafina liquida (60°C), no interior de moldes obtidos com auxilio de esquadros de
Leuckart. A parafina liquida contida nesses moldes solidificou rapidamente e os blocos
com as amostras de tecidos foram lapidados e conduzidos para a realizacéo dos cortes
em microtomo de parafina. De cada bloco cortado foram obtidas finas fitas de cortes
histolégicos com 5 um de espessura que foram estiradas sobre a superficie de a4gua de
um banho Maria com temperatura controlada (45°C) e posteriormente foram coletadas
da agua aquecida para laminas de vidro previamente recobertas com a seiva da Aloe
vera (planta conhecida como Babosa) para manter a adesividade e firmeza dos cortes
obtidos.

[0056] Na etapa de pos-fixacado (Figura 2), procedeu-se a desparafinizacdo dos tecidos
cortados, a coloracdo e a montagem das preparacfes histologicas. De acordo com o
processamento convencional, as laminas com os tecidos foram desparafinizadas em xilol
| e Il (permanecendo imersas em cada banho por 5 minutos). Posteriormente, foi
procedido trés banhos rapidos em uma mistura de alcool-xilol (por 30 segundos). Logo
apo0s, as amostras passaram por banhos (5 minutos cada) em alcoois com gradacdes
decrescentes (100, 90, 80 e 70 %) e na sequéncia foram lavados em agua corrente por
um minuto. Os cortes histolégicos foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E),
sendo, portanto, imersos em Hematoxilina (por dois minutos), em seguida lavados com
agua corrente por um minuto e novamente passaram por outra imersdo em corante
liquido (Eosina) por um minuto, sendo em seguida lavados com agua corrente por um
minuto. Os cortes corados seguiram para a fase de montagem, sendo rapidamente
desidratados, por meio de banhos em alcoois (70, 80, 90 e 100 %, 5 minutos cada) e
passaram, também, por uma mistura de alcool-xilol (um minuto), seguindo-se com
banhos de 5 minutos cada, em xilol (I e 1l). A cobertura do tecido histolégico corado foi
finalizada com a deposicdo de uma gota de cola comercial (Entellan®) e foi realizada a
colocagdo de uma laminula por cima dessa cola, obtendo-se desta forma a preparacao
histol6gica permanente, que foi imediatamente observada por meio de microscopio de
luz para a analise histoldégica. O tempo total para realizacdo desse processo foi

contabilizado em 67 minutos e 30 segundos (Figura 3).
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[0057] No mesmo contexto da fase de pés-fixacdo (Figura 2), os tecidos cortados obtidos
a partir do processo histolégico atoxico (com uso do 6leo mineral em substituicao ao xilol),
foram desparafinizados, colorados e montados gerando as preparacdes histologicas. As
laminas com os cortes de tecidos foram desparafinizadas por 10 minutos em recipiente
contendo 6leo mineral, dentro de uma estufa a 60 °C. Foi procedida uma rapida secagem
de cada corte histolégico por 10 segundos com papel de filtro. Em seguida, os referidos
cortes passaram por banhos de 30 segundos cada, em alcoois com gradacdes
decrescentes (100, 90, 80 e 70 %) e na sequéncia foram lavados em agua corrente por
um minuto. Os cortes histologicos foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E),
sendo inicialmente imersos em Hematoxilina (por 120 segundos), em seguida foram
lavados com &gua corrente (30 segundos) e novamente passaram por outra imersao em
corante liquido, Eosina (por 60 segundos) e mais uma vez, foram lavados com agua
corrente (30 segundos). Os cortes corados seguiram para a fase de montagem, sendo
rapidamente desidratados, por meio de banhos em alcoois (70, 80, 90 e 100 %, 30
segundos cada) e em seguida secos em papel de filtro por 60 segundos. A cobertura do
tecido histolégico corado foi finalizada com a deposicdo de uma gota de cola natural
(solucao obtida da mistura do 6leo mineral com o latex de Artocarpus heterophyllus Lam.,
Jaqueira) e foi realizada a colocacdo de uma laminula por cima dessa cola, obtendo-se
desta forma a preparacéo histologica permanente, que foi imediatamente observada por
meio de microscopio de luz para a analise histologica. O tempo total para realizacao

desse processo foi contabilizado em 19 minutos e 40 segundos (Figura 3).
Exemplos de concretizacdes da invencéo

[0058] O tempo de processo reduzido obtido com o uso do 6leo mineral em substituicéo
ao xilol influenciou no grau de compactacéo dos tecidos, simplificando e acelerando a
técnica histolégica de rotina, com manutencdo da arquitetura dos tecidos sem
comprometer o diagnostico. Além do que, a implantacdo desse processo foi capaz de
garantir menor exposicao do histotecnologista a produtos altamente toxicos, propiciando

biosseguridade para o laboratorista, assim como para 0 meio ambiente.

[0059] Devido a grande toxicidade inerente ao ambiente no qual o histotecnologista esta
exposto diariamente, modificagdes metodologicas vém sendo realizadas para excluir o
xilol da rotina de processamento dos tecidos histolégicos. Com a introdugcdo do oleo
mineral no processamento histoldgico, reduziu-se consideravelmente o tempo das

etapas de diafanizagao e de desparafinizagéo dos tecidos, realizadas antes do processo
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de coloracdo, gerando um conjunto de beneficios tais como baixo custo, facil
exequibilidade e biosseguridade.

[0060] O tempo total para realizagdo das etapas de fixacao e pré-fixagdo com o uso do
6leo mineral foi contabilizado em 52 horas e 30 segundos e para a etapa de pos-fixacao
(desparafinizacdo a 50°C, coloragcdo e montagem) foi de 19 minutos e 40 segundos. O
tempo da desparafinizacdo foi consideravelmente reduzido, assim como foi menor a
quantidade de alcool utilizada para a realizagdo do referido processo. Os resultados
foram satisfatorios e abrangeram diferentes critérios de avaliagdo (clareza e
uniformidade da coloracédo, nitidez, adequacgédo da coloracdo nuclear e citoplasmaética,

integridade das estruturas e adequacdo para avaliacao histoldgica).

[0061] Em um estudo realizado por Premalatha et al. (2013) foi registrado o uso de 0Oleo
mineral refinado como agente desparafinizador em temperatura elevada (90°C) por 45
minutos, seguido de banhos em agua destilada; o que resultou em substancial

decaimento das marcacgdes nuclear e citoplasmatica.

[0062] Alwahaibi et al. (2018) propuseram como alternativa ao xilol, o uso do UltraClear™,
um produto a base de isoparafina incolor e inodoro, contendo hidrocarbonetos (C11-12)
derivados do fracionamento e craqueamento de petroleo bruto; embora considerado
menos toxico e menos inflamavel, o custo foi duas vezes maior em comparag¢ao com o
xilol, tendo sido apenas testado como agente de limpeza e ndo durante a

desparafinizacéo e coloracao.

[0063] Yadav et al. (2019) analisaram uma solucdo aquosa de sabao de lavar louca a
1,7% (DWS) e 6leo mineral refinado como agentes desparafinizadores em substituicdo
ao xilol, e referiram para o 1,7% (DWS) resultados satisfatérios em funcédo de alguns
critérios como coloracéao citoplasmatica, clareza e nitidez, havendo necessidade de mais

investigacoes.

[0064] Num estudo recente realizado por PREMA et al. (2020) foram demonstrados
diferentes tempos de processamento de alguns agentes proposto como
desparafinizantes, o sabao de lavar louca a 1,7% (tempo requerido: 30 a 45 minutos), a

agua de liméo (54 minutos) e 100% de 6leo de coco (45 minutos).

[0065] O 6leo mineral utilizado neste trabalho, constou de um hidrocarboneto néo

perigoso, alifatico, incolor, inodoro, produzido a partir de destilados de petréleo. O uso
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de d6leo mineral no processamento histolégico revelou-se vantajoso devido a sua
capacidade de dissolugdo completa na parafina, possibilitando que o processo de
desparafinacdo fosse realizado em menor tempo quando comparado a técnica

convencional.

[0066] Outra vantagem técnica foi com relacdo a densidade do éleo mineral ser parecida
com a densidade da gordura humana, o que possibilitou uma rapida remocao dessa
gordura com a penetragdo do Oleo e mesmo com essa substituicdo foi mantida a
arquitetura dos tecidos do organismo para o estudo histolégico. Em funcéo do exposto,
preconizou-se que o uso reduzido de etanol no processamento, o que favoreceu ainda

mais na reducédo de custos para a realizacdo do método.

[0067] O descarte do 6leo mineral e suas misturas podem ser iniciados com uma filtracédo
para retirada de particulas sélidas de parafinas que tenham ficado na mistura. O 0Oleo
pode passar por filtros de malha para eliminar as particulas remanescentes e no final,
obtém-se um o6leo basico mineral rerrefinado com as mesmas caracteristicas de 0Oleo

basico virgem.

[0068] Nao ha limites de tolerancia quanto a exposicdo ao 6leo mineral, ndo existindo
necessidade de uso de equipamentos de protecado individual por profissionais da area

(histotecnologistas), o que configura um processamento atoxico.

[0069] Equipamentos como histotécnicos automatizados tém sido preconizados para
setores com grande volume de amostras a serem processadas; todavia ainda funcionam
utilizando 4alcool, xilol e parafina em grande quantidade. Propostas de novos
histotécnicos poderdo surgir a partir da consolida¢do do uso do 6leo mineral no processo

histoldgico.

[0070]No intuito de manter o uso do Oleo mineral em todo o processo histolégico
caracterizado como atoxico, a utilizagdo de colas naturais na montagem das preparaces
histologicas foi de fundamental importancia; uma vez que, as colas comerciais
comumente utilizadas nos laboratérios de histotécnica possuem em sua Composicao
solventes aromaticos. Sendo assim, meios de montagem naturais obtidos a partir de
exsudatos naturais de plantas do Nordeste brasileiro tém sido considerados
economicamente viaveis e ambientalmente saudaveis, por ndo serem dissolvidos em
solventes quimicos como ocorre com as colas comerciais usadas na rotina da técnica

histoldgica.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO E COM TEMPO REDUZIDO
caracterizado por uso de 6leo mineral ao invés do xilol para rotina de laboratério de
histotécnica.

2. PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por tempo reduzido nas etapas de diafanizacéo e de desparafinizacao

das amostras biologicas com o uso de 6leo mineral ao invés do xilol.

3. PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado por promover biosseguridade para o histotecnologista e 0 ambiental visto

nao existir limites de tolerancia quanto a exposi¢cao ao 6leo mineral.

4, PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por garantir qualidade e durabilidade do material processado com 0 uso

de 6leo mineral ao invés do xilol.

5. PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO, de acordo com as reivindicacées 1, 2, 3
e 4, caracterizado por capacitar o histotecnologista para o uso de 6leo mineral ao invés

do xilol, com énfase nos beneficios gerados.
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DESENHOS

PROCESSAMENTO DE TECIDOS HISTOLOGICOS

ETAPA DE PRE-FIXACAO

XILOL Tempo OLEO MINERAL Tempo
Formol tamponado (10 %) 24 h Formol tamponado (10 %) 24h
Agua corrente 30 seg Agua corrente 30 seg

ETAPA DE FIXACAO PROPRIAMENTE DITA

XILOL Tempo | OLEO MINERAL Tempo
Alcool 70% 24h Alcool 70% 24h
Alcool 80% 1h Alcool 80% 30 min (estufa 50°C)
Alcool 90% 1h Alcool 90% 30 mun (estufa 50°C)
Alcool 100% 1h Alcool 100% 30 mun (estufa 50°C)
Alcool 100% 1h Alcool 100% 30 min (estufa 50°C)
Alcool-xilol 1h Oleo mineral I 30 min (estufa 50°C)
Xilol I 1h Oleo mineral II 30 min (estufa 50°C)
Xilol 1T 1h Parafina 30 min (estufa 60°C)
Parafina [ lh Parafina Il 30 min (estufa 60°C)
Parafina II lh | e —---
Tempo total do processo: | 57 horase | Tempo total do processo: 52 horas e
30 segundos 30 segundos
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PROCESSAMENTO DE TECIDOS HISTOLOGICOS
ETAPA DE POS-FIXACAO
(DESPARAF|N|Zﬂci0!COLORAQiOfMONTﬁGEM)
XILOL Tempo OLEO MINERAL Tempo
Desparafinizacao Desparafinizacao
Xilo I 5 min Oleo mineral na estufa 10 min
Xilol IT 5 min Secagem 10 seg
Alecool-xilol (03 banhos) 30 seg Alcool 100% (03 banhos) 30 seg (estufa 50°C)
Alcool 100% 5 min Alcool 90% (03 banhos) 30 seg (estufa 50°C)
Alcool 90% 5 min Alcool 80% (03 banhos) 30 seg (estufa 50°C)
Alcool 80% S min Alcool 70% (03 banhos) 30 seg (estufa 50°C)
Alcool 70% 5 min Agua corrente 30 seg
Agua corrente 1 min i i
Coloracao Coloracio
Hematoxilina 2 min Hematoxilina 120 seg
Agua corrente 1 min Agua corrente 30 seg
Eosina 1 min Eosina 60 seg
Agua corrente 1 min Apgua corrente 30 seg
Montagem Montagem
Alcool 70% 5 min Alcool 70% 30 seg
Alcool 80% 5 min Alcool 80% 30 seg
Alcool 90% 5 min Alcool 90% 30 seg
Alcool 100% 5 min Alcool 100% 30 seg
Alcool-Xilol 1 min Secagem 60 seg
Xilol I 5 min Cobertura com cola natural —
{mustura do dleo mineral com latex de
Artocarpus heterophyilus Lam., Jaqueira)
Xilol IT 5 min —— e
Cobertura com cola comercial e i S
(Entellan®)
Tempo total do processo: | 67 minutos Tempo total do processo: 19 minutos
e 30 seg e 40 seg

Figura 2
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PROCESSAMENTO DE
TECIDOS HISTOLOGICOS

T N
{COM USO DE XILOL) TEMPO DE (COM USO DE OLEO MINERAL

ETAPAS DE PRE-FIXAGAO E FIXAGAO | | ETAPAS DE PRE-FIXAGAO E FIXAGAD
PROPRIAMENTE DITA PROPRIAMENTE DITA
(TEMPO TOTAL = 57 horas o 30 seg.) | | (TEMPO TOTAL = 52 horas o 30 seg),)

| !

ETAPA DE POS-FIXAGAO ETAPA DE POS-FIXACAO
(TEMPO TOTAL = 67 min e 30 seq.) | | (TEMPO TOTAL = 18 min e 40 sey)

Figura 3
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RESUMO

PROCESSO HISTOLOGICO ATOXICO E COM TEMPO REDUZIDO UTILIZANDO
OLEO MINERAL

A producao diaria de um Laboratério de Histotecnologia est4 voltada para o
processamento de tecidos do organismo (humano ou animal) e até mesmo de amostras
de plantas (folhas, caule ou raizes), usualmente corados com Hematoxilina e Eosina
(H&E) ou com outras técnicas de coloracdes especiais. Nos dias atuais, a realizacdo do
processamento histolégico de rotina ainda expde os técnicos e pesquisadores da area,
a um produto toxico e bastante conhecido, o Xilol. Devido a toxicidade inerente ao xilol,
com riscos para a saude humana e ao meio ambiente, modificacdes metodoldgicas vém
sendo realizadas mundialmente para a retirada desse produto ou para minimizar ao
maximo a sua utilizacdo na rotina dos Laboratorios de Histotécnica. A busca por um
substituto seguro continua sendo uma necessidade diaria, especialmente para a
biosseguridade do histotecnologista. No presente processo inventivo propde-se um
processo histologico atoxico e com tempo reduzido utilizando 6leo mineral para a rotina

de laboratérios de histotécnica das areas de ensino, pesquisa e diagnostico.
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